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第一章 序論 
 
1.1. 癌幹細胞 
近年、癌組織の中には様々な性質を持つ癌細胞が存在することが示され、そ
の中には、幹細胞様の性質を持ち高い造腫瘍性を示す癌幹細胞とよばれる細胞
集団がいることが明らかとなった 1。この癌幹細胞は造腫瘍能に加え、抗癌剤や
放射線への高い耐性を示すことから、悪性腫瘍の再発や転移に関わっているこ
とが予想される 2。そのため、癌幹細胞の性質と挙動を理解することが、悪性腫
瘍に対する有効な治療法の開発に必要であると考えられている。 
 
1.2. LGR5 
 LGR5 (Leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5) は GPR49 と
も呼ばれ、巨大な細胞膜外ドメインと七回膜貫通ドメインを持つ Gタンパク質
連結型受容体の一つであり、Wnt シグナリングの標的の一つとしても知られて
いる 3。近年の研究により、R-spondins (RSPOs) が LGR5 のリガンドとして同定
され、RSPOs と LGR5 の複合体はWnt リガンドと受容体の Frizzled-LRP 複合体
と結合することでWntシグナリングを活性化することが明らかとなった 4。
RSPOsはLGR5と結合することで細胞膜上からRNF43及びZNRF3を除去する。
RNF43 と ZNFR3 は膜貫通型 E3ユビキチンリガーゼとして Frizzled 受容体を分
解しWnt シグナリングを阻害するため、RSPOs-LGR5 複合体の働きは
Wnt-Frizzled複合体の安定化に寄与する 5。さらに、LGR5 は幹細胞の自己複製
能に必要であり、小腸の腸管や毛包中で自己複製する幹細胞を同定するための
マーカーとしても使われている 6。それに加えて、LGR5 は大腸癌やグリオブラ
ストーマを含むいくつかの癌種で発現が亢進していることが報告されている 7。
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また、大腸癌やグリオブラストーマでは LGR5は癌幹細胞の生存に必要であり、
その発現は患者の予後不良と相関性があることが知られている 8。 
 
1.3. 癌幹細胞マーカー 
 癌幹細胞は腫瘍の中で自己複製能、多分化能、造腫瘍能といった性質を持つ
小さな細胞集団であり、この癌幹細胞を標的とした治療や研究には、癌幹細胞
を同定し癌幹細胞の性質を評価することができる癌幹細胞マーカーが重要な役
割を持つ。癌幹細胞は今までの研究で多くの癌種で存在することが示されてお
り、また共通の癌幹細胞の性質を持つことから、様々な癌種の癌幹細胞を同じ
ように評価し研究することで癌幹細胞の更なる理解へとつながることが期待さ
れている。しかし、様々な癌種で共通して発現し、癌幹細胞を同定し評価でき
る癌幹細胞マーカーについての報告はほとんどない。そういった数少ない共通
の癌幹細胞マーカーとして今までに最も注目されてきたのが細胞膜貫通型糖タ
ンパク質の一つである CD133である 9。CD133 は正常幹細胞でマーカーとし
て注目されていたが、後に癌幹細胞マーカーを同定することができる重要なマ
ーカーであることが報告された 10。今までに多くの論文でこの CD133 陽性の癌
細胞は自己複製能、多分化能、増殖能そして造腫瘍能といった癌幹細胞性を持
つことが報告され、さらに放射線や抗癌剤に対して高い耐性を示すことが証明
されている 11。しかし、これらの報告と同時に他の研究者達に CD133 陰性の癌
細胞でも同様の癌幹細胞としての性質が報告され、実際に多くの研究で CD133
が癌幹細胞と非幹細胞の両方で発現していることが証明されている 12。このよ
うに CD133が癌幹細胞マーカーとして論争の的になる原因の一つとして
CD133の機能が未だに完全に解明されていないことが考えられる。CD133の機
能について今までに多くの研究がなされ様々な機能が報告されているが、それ
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らの機能について否定する論文や不一致な機能を報告するものも同様に存在す
るため、CD133が癌幹細胞において実際にどのように機能し寄与しているのか
は明らかになっていない 13。 
 
1.4. 本研究の目的 
 癌幹細胞は様々な癌種で自己複製能や造腫瘍能といった性質を共通して示し、 
腫瘍の再発や難治性の原因となっている。本研究ではこの癌幹細胞に共通して
用いることが期待できる癌幹細胞マーカーとして近年注目されてきた LGR5を
指標としたスクリーニング系を行った。LGR5は前述の通り、Wntシグナルを
昂進する働きを持つことが明らかになっているため、Wntシグナルが癌幹細胞
の維持に重要な役割を持つグリオブラストーマと大腸癌において共通のマーカ
ーとして評価できることが期待できる。そこで、本研究では LGR5を指標とし
たスクリーニングによりグリオブラストーマと大腸癌における造腫瘍性に関わ
る遺伝子を探索し、その機能を解析することを目的とした。 
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第二章 材料と方法 
 
2.1. 細胞培養 
 グリオブラストーマ幹細胞培養に用いたグリオブラストーマ検体は、東京大
学医学部脳神経外科 TRセンターより供与して頂いた。膠芽腫幹細胞 (GB-S) に
は、DMEM F-12 (Gibco) に B-27 supplement minus Vitamin A (50×) liquid 
(invitrogen)を添加し、上皮成長因子（EGF、Wako）と塩基性線維芽細胞成長
因子（bFGF、Wako)をそれぞれ 20 ng/mlの終濃度で加えた培地を用いた。ウ
ィルス作製の際にパッケージングに用いた HEK293FT細胞（invitrogen)は、
DMEM（ニッスイ)に 10% FBSを添加した培地で培養した。HCT116 細胞 
(ATCC) は、McCoy’s Medium (Sigma) に 10%牛胎児血清を添加した培地で
培養した。SW403 細胞(ATCC) は、L-15(SIGMA) に 10%牛胎児血清を添加し
た培地で培養した。細胞培養は全て 37℃、5% CO2の条件下で行った。 
 
2.2. siRNAのトランスフェクション 
siRNAには Silencer Select Human Extended Druggable Genome siRNA 
Library (Life Technologies)を用い、トランスフェクションには Lipofectamine 
RNAiMAX（invitrogen)を使用した。siRNAをトランスフェクションしてから
72時間後に細胞を回収し実験に用いた。コントロールとしては Silencer Select 
negative control siRNA #1 (Ambion)を用いた。 
 siRNAの配列は以下に示す。 
siMEF2A#A GAACCAACUCGGAUAUUGUtt 
siMEF2A#B GCAUCAAGUCCGAACCGAUtt 
siMEF2A#B CCCAGACCCUGAUACUUCAtt 
siSP3#A CUUCAACUCCAGUUAGUCUtt 
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siSP3#B GACGGACAUUUGAUAAACAtt 
siATF2#A GUGAUACUGUCAAAGGUCAtt 
siATF2#B GACAUUUCAGUGCCGAGUAtt 
siATF2#C CAAGUACUGUAAUCACCCAtt 
siATF6#A GGCUCAAAUUCUCAGCUGAtt 
siATF6#B CUCGGUCAGUGGACUCUUAtt 
siATF6#C CCCUGAUGGUGCUAACUGAtt 
siHES1#C CACUGAUUUUGGAUGCUCUtt 
siMAZ#A AGGUUUUAACGAUUUGUUUtt 
siMAZ#B CAAUCUCCGGAGGCACGAAtt 
siMAZ#C CCUCAACAGUCACGUCAGAtt 
siCDC5L#A CCAGUACACUUUUGUCUGAtt 
siCDC5L#B GAACCGCCUUUAACAGAUUtt 
siCDC5L#C GAAUGCUACAGUCAAGUUUtt 
siSOX9#B CGCUCACAGUACGACUACAtt 
siSOX9#C AGCCCGAUCUGAAGAAGGAtt 
siLOC332#3 GGGAAACCUUCCUGAAAGAtt 
siLOC332#8  GGGAAACCUUCCUGAAGAtt 
siSRSF1#A   GACCUAUGCAGUUCGAAAAtt 
siSRSF1#B   GGAUAACACUAAGUUUAGAtt 
 
2.3. real-time PCR 
RNAの回収にはTRIsure (BIOLINE) を用い、cDNAの合成にはPrimeScript RT 
Master Mix (TaKaRa)を使用した。Real-Tim PCR には Light Cycler 480 System 
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(Roche) と Light Cycler480 SYBER Green I Master.を利用した。得られた結果は
Ct法を用いて解析し、コントロールとして、ハウスキーピング遺伝子である
HPRT1または TBPを用いた。real-time PCRに用いたプライマーは以下のと
おりである。 
LGR5_qPCR_Fw TCCAACCTCAGCGTCTTCAC 
LGR5_qPCR_Rv CGCAAGACGTAACTCCTCCA 
SOX9_qPCR_Fw CTGGGAAACATTTGCACTCTT 
SOX9_qPCR_Rv CTTAAGACTGCAGTGAACAAGCA 
CD133_qPCR_Fw TCCACAGAAATTTACCTACATTGG 
CD133_qPCR_Rv CAGCAGAGAGCAGATGACCA 
HPRT1_qPCR_Fw GGCAGTATAATCCAAAGATGGTCAA 
HPRT1_qPCR_Rv GTCAAGGGCATATCCTACAACAAAC 
TBP_qPCR_Fw GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC 
TBP_qPCR_Rv       TCTGGGTTTGATCATTCTGTAG 
LOC332_Fw  ATCGAGACCCTACACAGGCT 
LOC332_Rv  CCTGACCCAAAGACCCTTCC 
SRSF1_Fw  CTCCAAGTGGAAGTTGGCAGGATT 
SRSF1_Rv      ACACCAGTGCCATCTCGGTAAACA 
 
2.4. プラスミドの作成 
SOX9 cDNAは ATCCから購入した。レポーターコンストラクトは LGR5の
プロモーター領域を PCRにより増幅し pGL3ベクター (Promega) に組み込ん
だ。全ての PCR産物は KOD-Plus-Neo (TOYOBO)を使用して増幅した。 
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2.5. ルシフェラーゼアッセイ 
GB2細胞にレポーターコンストラクトを Lipofectamine2000（invitrogen)を
用いてトランスフェクションした後、24時間培養した。その後、Dual-luciferase 
reporter assay kit（Promega）を用いて細胞を溶解しルシフェラーゼ活性を測
定した。測定にはルミノメーター（Mithoras LB 940, BERTHOLD）を使用し
た。 
 
2.6. 抗体 
抗α-tubulin (CP-06) 抗体は CALBIOCHEM から、抗 SOX9抗体 (AB5535)
および Rabbit IgG、Mouse IgGはMilliporeから、抗 GFP抗体 (sc-8334) は
Santa Cruz Biotechnology から、抗 SRSF1抗体 (324500) は Invitirogenから
購入した。 
 
2.7. ウェスタンブロット法 
 細胞は Lysisバッファー(20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP40, 
7 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM NaF, 1 mM dithiothreitol) で溶解し
た。SDS-polyacrylamide gel で電気泳動を行い、Immobilon Membrane 
(Millipore) に転写した後、10%スキムミルクでブロッキングした。1次抗体溶
液を TBS（20 mM Tris-HCl pH7.5, 150mM NaCl, 0.1%）で希釈して用い、室
温で 1時間もしくは 4℃で一晩反応させた。2次抗体は
horseradish-peroxidase-conjugated donkey anti-mouse/rat/rabbit 
immunoglobulin G (IgG) (GE Healthcare)を用い、室温で 1時間反応させた。
発光反応には Enhanced Chemiluminescence Plus Western Blotting 
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Detection System (GE Healthcare)を用い、撮影には LAS-4000EPUVmini 
Luminescent Image Analyzer (Fujifilm) を使用した。 
 
2.8. Chromatin-immunoprecipitation (ChIP) アッセイ 
 ChIPアッセイは抗 SOX9抗体と Rabbit IgG (CHEMICON) を用い、主に
Upstate Biotechnology社のプロトコルに従って行った。沈降してきた DNA断
片は、LGR5プロモーター上に予測された SOX9結合領域周辺に対するプライ
マーを用い、real-time PCRによってこの領域を検出した。また、ネガティブコ
ントロールとして Actinのプロモーター領域に対するプライマーを用いた。 
Actin_promoter_ChIP_Fw CACCAGGTAGGGGAGCTG 
Actin_promoter_ChIP_Rv GAAAGGACAAGAAGCCCTGAG 
LGR5_promoter_ChIP_Fw GGGACAAGTGGAGGGAAAGT 
LGR5_promoter_ChIP_Rv GCTTGCACGCTCGTTTTT 
 
2.9. Lipofectamine2000（invitrogen) 
shRNAによる各遺伝子の発現抑制には、文部科学省ゲノムネットワークプロ
ジェクトで作成した shRNA ライブラリーを用いた。shRNAの各配列は、エン
トリーベクターpENTR（invitrovitrogen)から、レンチウィルス発現用の最終ベ
クターである CS-RfA-CG（理化学研究所バイオリソースセンターより分与)に、
Gateway LR Clonase Ⅱ(invitrovitrogen)を用いて組み換えた。この最終ベクタ
ーを、ウィルスパッケージングコンポーネント遺伝子が組み込まれた、
pCMV-VSV-G-RSV-Revと pCAG-HIVgp（理化学研究所バイオリソースセンタ
ーより分与)と共に HEK293FT 細胞にトランスフェクションした。8時間後に
行う培地交換の際には、ウィルス液への血清の混入を最小限に抑えるため、
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DMEM F-12に B-27 supplement minus Vitamin A (50×) liquidを添加した血
清不含培地を用いた。37℃で 72時間培養した後、培養上清から超遠心によって
ウィルスを沈殿させ、PBSに希釈してウィルス液とした。ウィルス感染の際は、
24穴プレートの各穴に GB2細胞または HCT116細胞を 5 x 104個ずつまいた。
感染効率を上げるため、培地の体積は通常培養時に使用する体積より少ない 300 
μlとした。各穴にウィルス液を添加し、37℃で１時間ウィルスを吸着させた後、
培地を 700 μl加えて全体積を 1 mlとした。CS-Rfa-CGを用いて作製したウィ
ルスは、shRNAと独立して GFPを発現するため、各サンプル毎に蛍光顕微鏡
下で GFPの蛍光を指標に感染効率を確認した。 
 
2.10. shRNA発現レンチウィルスの感染 
GB2細胞を GFPでラベルする際に用いたレンチウィルスの作成には、まずレ
ンチウィルス発現用のベクターである CS-RfA-CGを、ウィルスパッケージング
コンポーネント遺伝子が組み込まれた pCMV-VSV-G-RSV-Revと pCAG-HIVgp 
(理化学研究所バイオリソースセンターより分与) と共に HEK293FT 細胞に
Lipofectamin 2000 (invitrogen) を用いてトランスフェクションし、8時間後に
培地交換を行った。GB2細胞に感染させるウィルスを作戦する際には培地交換
にはウィルス液への血清の混入を最小限に抑えるため、DMEM F-12 (Gibco) に
B-27 supplement without Vitamin A (50×) liquidを添加した血清不含培地を
用いた。37℃で 72時間培養した後、培養上清から超遠心によってウィルスを沈
殿させ、PBSに希釈してウィルス液とした。ウィルス感染の際には培地量を通
常培養時の 1/10とし、ウィルス溶液を添加して 37℃で 1時間培養することでウ
ィルスの吸着効率をあげた。ウィルス感染後は、通常培養時の培地量を加えて 3
日以上培養し、蛍光顕微鏡下で GFPの発現を確認した。 
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SOX9#5 GCAAGCTCTGGAGACTTCTGA  
SOX9#6 GCGACGTCATCTCCAACATCG 
LGR5#1 ATGGACGACCTTCATAAGAAAGA 
shLOC332#2  GTAGGTACCGTGATTCTGA  
shLOC332#3   GTGAACTCACCTGAACT  
 
2.11. 免疫不全マウスへの検体由来グリオブラストーマ幹細胞の移植 
 レンチウィルスを GB2細胞に感染させた後、培養 3日目に GFPの発現を確
認した。発現を確認できた細胞について 5 × 103個/lになるよう PBSを用いて
調整し、免疫不全マウスに移植した。免疫不全マウスには、4週齢の雄の
BALB/cA-nu/nu を用いた。マウスをネンブタールによって麻酔後（1 mg/kg)、
大脳皮質（ブレグマより 1 mm前方、2 mm右方、頭蓋表面より深さ 3 mm）に
細胞懸濁液を 2 lずつ注入した。 
 
2.12. 免疫不全マウスへの大腸癌細胞の皮下移植 
 LOC332をターゲットとした shRNAを発現するレンチウィルスを HCT116
細胞に感染させ、3 日後に細胞を 6 週齢の免疫不全マウス (BALB/cAJcl-nu/nu, 
CLEA Japan) に皮下注射し、経過観察及び腫瘍の大きさを測定した。すべての
動物実験は the Animal Ethics Committee of the University of Tokyo のガイド
ラインに基づいて行われた。 
 
2.13. マウス脳切片の作製 
 GB2細胞移植 3ヶ月後のマウスから脳を取り出し、3.7%中性ホルマリンで固
定した。ハイパーセンターXP（Thermo Shandon)を用いてパラフィン包埋後、
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ディスペンシングコンソールⅣ（Tissue-Tek)を用いてブロックに成形し、
RM2145（Leica)で厚さ 4 mの切片を作成し、APSコートスライドガラス上で
伸展し貼り付けた。切片を APSコートスライドガラスに貼り付けてから 42℃で
一晩放置した後、免疫染色に用いた。 
 
2.14. パラフィン切片の組織染色 
 マウス脳切片は脱パラフィン処理を行った後、10 mMクエン酸 (pH6.0) に
浸して 105℃、20分でオートクレーブすることで賦活化し、次に 3%過酸化水素
水/PBSに浸して室温で 10分間静置することで、内在性のペルオキシターゼの
非働化を行った。10% goat serum/0.2% TritonX100-PBSを用いて室温で 30分
間、ブロッキング処理を行った。1次抗体反応には 0.2% TritonX100-PBSで、
抗 GFP抗体（Santa Cruz、SC-8334)を 100倍希釈して用いた。反応は湿箱に
入れ 4℃中で一晩行った。次に、VECTASTAIN Elite ABC Rabbit IgG Kit
（VECTORLABORATORIES, INC)を用いて DAB染色を行った。具体的には
ビオチン化抗 IgG抗体をPBSで 200倍に希釈し、室温で 30分間反応させた後、
室温で30分間ABC反応を行った。Imm Pact DAB（VECTORLABORATORIES, 
INC)を用いて発色させ、その後ヘマトキシリン染色液を用いて核染色を行った。
パラフィン透徹処理後、Permount（Fisher chemicals)を用いて封入した。 
観察には顕微鏡の AX70 (OLYMPUS)を使用した。 
 
2.15. MTTアッセイ 
 MTTアッセイは GB2細胞にレンチウィルスを感染後、6日間培養し、24ウ
ェルプレートにまき直した。さらに 12時間培養しMTTを終濃度 0.5 mg/ml に
なるように添加し、37 °Cで 4時間インキュベートした。その後、上清を除去し、
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可溶化溶液(0.01M HCl 10%SDS)を加えて溶かした。溶液の吸光度はMithras 
LB 940 (BERTHOLD TECHNOLOGIES)を用いて 570nmの波長を測定するこ
とで計測した。 
 
2.16. Sphere Assay 
 GB2細胞にレンチウィルスを感染させた後、培養６日目に細胞をトリプシン
処理し、200,500,1000 の細胞数で 96ウェルプレートに撒きなおしたその後、
細胞を 2週間培養しスフィアの数を計測した。計測には In Cell Analyzer 2000 
(GE Healthcare) を用い、解析には Developer 1.9.1 software (GE Healthcare)を使
用した。 
 
2.17. 生存曲線の作図 
 GB2細胞の移植後の各免疫不全マウスの生存日数を記録し、カプラン・マイ
ヤー生存曲線を作図した。二群間の腫瘍形成能の差を評価するためログランク
検定を行った。 
 
2.18. Cell Titer Gloアッセイ 
 Cell Titer GloアッセイではCell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay 
kit (Promega) を用いて細胞内のATP レベルを測定することにより間接的に細
胞の生存率を算出した。蛍光強度は Mithras LB 940 (BERTHOLD 
TECHNOLOGIES) を用いて測定した。 
 
2.19. 核分画 
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 細胞ペレットを低張バッファー (10 mM HEPES pH7.5, 10 mM KCl, 1.5 
mM MgCl2, 0.5% Nonidet-P40 (NP40)) に懸濁し、氷上で 15 分静置し、ピペ
ットマンを用いて 10 回ピストン運動した後、1,000 x g, 4°C, 10 min 遠心し
た。上清を取り、細胞質画分とし、沈殿を高張バッファー (20 mM HEPES pH 
7.5, 420 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5% NP40) に懸濁し、4°C, 30 min ロー
テーションした。その後、6,000 x g, 4°C, 15 min で遠心して上清を取り、核
画分とした。 
 
2.20. RNA プルダウンアッセイ、MS 解析 
CTPとBiotin-14-CTP (Invitrogen) の量比を 4:1 としてMAXI script T7 Kit 
(Ambion) を用いてビオチン標識 RNA の合成を行った。細胞の抽出液 (200 μ
g) とビオチン標識 RNAを混和し、4°C, 1 h でインキュベートした。
Streptavidin-Coupled Dynabeads (Invitrogen) を用いてビオチン標識 RNA及
び RNA に結合するタンパク質を回収した。結合タンパク質は SDS-PAGE によ
り分離した後、銀染色またはウェスタンブロッティングにより検出した。銀染
色には SilverQuest Silver Staining Kit (Invitrogen) を用いた。泳動バン 
ドを切り出し、nanoflow LC system (Dina-2A, KYA Technologies) と linear ion 
trap-orbitrap mass spectrometer (LTQ-Orbitrap Velos, Thermo Fisher 
Scientific) により含まれるタンパク質を同定した。タンパク質の同定には
Mascot ver. 2.4.01 (Matrix Science) プログラムを用いた。 
 
 
2.21. RIP アッセイ 
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細胞は Lysisバッファー (50 mM HEPES pH7.5, 150 mM KCl, 0.5% NP40, 2 
mM EDTA, 1 mM NaF, ptotease inhibitors, RNase Inhibitor (Promega)) を用
いて溶解した。その上清に各抗体 (抗 SRSF1抗体, mouse IgG) を添加し、 
4°C, 1 h ローテーションした。その後、30 μL の Protein G Dynabeads 
(Invitrogen)を加え更に 4°C, 1 h ローテーションした。ビーズはWash buffer 
(50 mM HEPES pH7.5, 150 mM NaCl, 0.05% NP40) を用いて 3 度洗った後
に、PBS で 2 度洗い、Total RNA Isolation kit (MACHEREY-NAGEL) を用
いて共沈された RNAを回収し、real-time PCR により解析した。 
 
2.22 スプライシング解析 
 細胞から回収した total RNA 500 ng を SuperScript III Reverse 
Transcriptase ( Life Technologies)を用いてmRNAの全長を逆転写した。プラ
イマーには Olig dTを用いた。PCR産物は Blend Taq (TOYOBO) を用いて増
幅した。使用したプライマーは以下に示す。 
BIN1-ex11F  CCTCCAGATGGCTCCCCTGC 
BIN1-ex14R  CCCGGGGGCAGGTCCAAGCG 
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第三章 結果 
本章については 5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開。 
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第四章 考察 
本章については 5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開。 
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第五章 結論 
本章については 5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開。 
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図 
本章については 5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開。 
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